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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
YNB yeast nitrogen base (kvasna dušikova osnova) 
YNB S sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču 
YNB K  kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču 
YNB + NaCl S  sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z dodatkom NaCl 
YNB + 17 NaCl S sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču s 17 % NaCl  
YNB + NaCl K kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z dodatkom soli 
YNB + 17 NaCl K kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču s 17 % NaCl 
YNB + NT ekstrakti gliv, ki so rasle pri nizki temperaturi 
YNB + G ekstrakti gliv, ki so rasle na gojišču s povišano koncentracijo 
glukoze 
S sveži ekstrakti gliv (uporabljeno v preglednicah) 
K kuhani ekstrakti gliv (uporabljeno v preglednicah) 
SS koncentracija suhe snovi, uporabljene v testu 
P koncentracija proteinov, uporabljenih v testu 
Ha hemaglutinacija 
IC širina inhibicijske cone 
AChE acetilholinesteraza 
t50 polovični čas hemolize 
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1 UVOD 
 
Biotehnologija gliv je ena najhitreje razvijajočih se bioloških znanosti, saj je njeno 
področje raziskovanja, kraljestvo gliv, izjemno bogat vir najrazličnejših biološko aktivnih 
snovi. Posebno zanimanje velja izkazati raziskovanju ekstremofilnih gliv; njihovih 
encimov, ter farmacevtsko pomembnih sekundarnih metabolitov, saj je njihov 
biotehnološki potecial še premalo raziskan, kaj šele izkoriščen. Proučevanje neraziskanih 
gliv je zato obetavno področje za prihodnji razvoj panoge. 
 
Še pred nekaj leti je bilo splošno sprejeto dejstvo, da se evkarionti, z nekaj izjemami, niso 
sposobni prilagoditi na ekstremne okoljske razmere, ter da takšne habitate poseljujejo 
večinoma bakterije in arheje. Vse glive, ki so rasle na substratih z nizko vodno aktivnostjo, 
so poimenovali kot kserofile, saj so verjeli, da njihov fenotip ne determinira kemijska 
sestava substrata, ampak nizek vodni potencial medija. 
 
Leta 2000 pa so Gunde-Cimerman in sodelavci v naravnih hiperslanih okoljih (npr. soline) 
odkrili veliko diverziteto halofilnih in halotolerantnih gliv, ki so se zmožne prilagoditi na 
širok razpon koncentracij slanosti, od sladke vode do skoraj nasičene raztopine natrijevega 
klorida (NaCl). 
 
Ekstremofilne glive so našli tudi v globinah oceanov, na površinah hladnih in vročih skal, v 
zelo kislih vodah in v izjemno slanih vodah (Sonjak, 2006). Ugotovili so, da so tu živeči 
sevi adaptirani na življenje in razmnoževanje v ekstremnem okolju. 
 
Glive, ki med postopkom izolacije rastejo na slanih medijih pri slanostih nad 10 % in in 
vitro pri 17 % NaCl in so pogosto izolirane iz ekstremno slanih okolij, so Gunde-
Cimerman in sod. (2000, 2005) uvrstili med halofilne oz. ekstremno halotolerantne. Med  
halotolerantne pa so uvrstili glive, ki so jih izolirali iz manj slanih voda in so in vitro prav 
tako rasle na gojiščih z največ 17 % NaCl. 
 
Halofilne in halotolerantne glive, ki jih obravnavamo v tej nalogi, spadajo v debli 
Ascomycota in Basidiomycota. Izolirali so jih predvsem iz solin, nekaj pa tudi iz različnih 
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ekoloških niš v Arktiki. Poglavitne značilnosti hladnih območij Arktike so ekstremno  
nizke temperature (do -50 °C), ter pomanjkanje biološko dostopne vode, saj je le-ta v 
obliki ledu. V takšnih okoljih tako prihaja do znižane vodne aktivnosti, visokih pritiskov, 
nizkih temperatur in nizke koncentracije hranil. Ti življenjski pogoji so glavni omejujoči 
fizikalno-kemični dejavniki, ki vplivajo na aktivnost mikroorganizmov (Sonjak, 2006).  
 
Soline kot habitat so ekstremno slano območje, kjer prihaja do nizke koncentracije kisika, 
pH-vrednosti okoli nevtralnega in visoke koncentracije hranil v vodi, koncentracije morske 
soli v kristalizacijskih bazenih pa lahko dosežejo nasičenost (Gunde-Cimerman in sod., 
2001). Znižanje vodne aktivnosti v tem okolju je posledica visoke koncentracije 
raztopljene soli, ki znižuje osmotski potencial raztopine ter tako povzroča izhajanje vode iz 
celic. Čeprav sta si obe okolji na prvi pogled različni, v obeh kot ključni skupni dejavnik 
deluje nizka vodna aktivnost. 
 
Sekundarni metaboliti, kot produkti metabolizma, nimajo očitne vloge v celični fiziologiji 
organizma, in večinoma sodelujejo pri komunikaciji med organizmi (Hale in sod., 1995). 
Ker halofilni in halotolerantni organizmi, v nasprotju z mezofilnimi, živijo v ekstremnih 
okoljih, smemo pričakovati, da se sekundarni metaboliti med tema skupinama močno 
razlikujejo. (Saleem in sod., 2007). Šele nedavno se je izkazalo, da halofilne in 
halotolerantne  glive, živeče v najbolj skrajnih okoljih, proizvajajo potencialno zanimive 
sekundarne metabolite (Frisvad, 2005, Bhadury in sod., 2006). Biološko aktivne snovi, ki 
so jih do zdaj izolirali, kažejo protitumorske, protibakterijske, protivirusne, 
protiplazmodijske in protivnetne lastnosti (povzeto po Bhadury in sod., 2006).  
 
Iz kopenskih gliv so izolirali že mnogo terapevtsko pomembnih spojin, manj raziskan je 
terapevtski potencial morskih gliv (Saleem in sod., 2007), še manj pa je znanega o glivah, 
prilagojenih na visoko slanost v okolju. Zato smo se v tej nalogi ukvarjali z iskanjem 
potencialno zanimivih biološko aktivnih snovi v vodnih ekstraktih nekaterih halofilnih in 
halotolerantnih gliv. Izbrane glive smo gojili na trdnih gojiščih brez soli in z dodatkom 10 
% in 17 % NaCl. Iz glivnih kultur smo pripravili vodne ekstrakte, slednjim izmerili 
hemolitično, hemaglutinacijsko, protibakterijsko aktivnost, ter  ugotavljali sposobnost 
inhibicije encima acetilholinesteraze. Z gojenjem na gojiščih različne slanosti smo želeli 
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ugotoviti ali znižana vodna aktivnost vpliva na sintezo sekundarnih metabolitov, s 
prekuhavanjem ekstraktov pa smo ugotavljali ali so te substance proteinskega izvora. 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
2.1 NAMEN DELA 
 
Namen naloge je bil testirati biološko aktivnost vodnih ekstraktov izbranih halofilnih in 
halotolerantnih gliv, ki smo jih gojili na gojišču brez NaCl in z 10 % NaCl oziroma z 10 % 
NaCl in 17 % NaCl. Povišana koncentracija soli glivam predstavlja stres, zato nas je 
zanimalo, ali in kako to vpliva na izločanje sekundarnih metabolitov. Testirali smo 
hemolitično in hemaglutinacijsko aktivnost, inhibicijo encima acetilholinesteraze in 
protibakterijsko aktivnost na izbranih po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih 
bakterijah. Poleg tega želimo primerjati naše rezultate z rezultati drugih diplomskih nalog, 
v katerih so se ukvarjali z istimi glivnimi sevi, vendar so jih gojili v drugačnih razmerah: 
zanima nas primerjava biološke aktivnosti učinkovin v vodnih in organskih ekstraktih; v 
katerih je več sekundarnih metabolitov in kakšne aktivnosti izkazujejo. S pomočjo podatka 
o (ne)topnosti v vodi lahko na grobo učinkovine uvrstimo v različne kemijske skupine, kar 
bi v nadaljnjih raziskavah lahko pomagalo pri lažjem čiščenju in določanju strukture 
sekundarnih metabolitov. Zanima nas tudi primerjava biološke aktivnosti v vodnih 
ekstraktih istih glivnih sevov, ki so rasli pri povečani koncentraciji soli, glukoze, ali pri 
nizki temperaturi. Želeli smo ugotoviti, ali in kako vplivajo spremenjene rastne razmere na 




Ker so halofilne in halotolerantne glive dokaj neraziskan vir strukturno novih in biološko 
aktivnih spojin, pričakujemo, da bomo v vodnih ekstraktih glivnih sevov našli nove in 
zanimive aktivne spojine, ki jih bodo v prihodnjih raziskavah lahko izolirali ter določili. 
Predvidevamo tudi, da bodo različne koncentracije soli v gojiščih vplivale na produkcijo 
bioaktivnih susbtanc. 
 
V primerjavi z izsledki drugih diplomskih nalog pa pričakujemo, da bo spreminjanje 
razmer za rast (temperatura in visoka koncentracija glukoze) ter ekstrakcijskega topila 
(aceton, metanol ali voda) imelo vpliv na produkcijo sekundarnih metabolitov. 
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3 PREGLED OBJAV 
 
3.1 SPLOŠNE ZNAČILNOSTI GLIV 
 
Glive (Fungi) so del nadkraljestva Eukarya. Slednje se nadalje veji v nedefinirano 
taksonomsko kategorijo Opistokonta in naprej v kraljestvo Fungi, ki se deli na 6 debel: 
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia, 
Zygomycota in Deuteromycotina (zadnja skupina ni formalna taksonomska kategorija, ker 
gre za polifiletsko skupino) (Kirk in sod., 2008). 
 
Glive so heterotrofni organizmi, ki živijo saprofitsko, parazitsko in simbiontsko. Živijo v 
sladkih vodah, na kopnem, redkeje v morju. Celično steno gradijo pri večini skupin hitin in 
glukani (β-glukan). Glive niso heterotrofi le glede energetske preskrbe in presnove ogljika, 
ampak tudi glede prehrane z dušikovimi spojinami in drugimi hranili. Rezervne snovi so 
glikogen, maščobe in še nekatere druge spojine. Razmnoževanje je izredno raznoliko, in to 
na vegetativni, nespolni in spolni stopnji (Batič in sod. 2004). Pojavljajo se kot enocelični 
organizmi (kvasovke) ali pa v obliki cevastih nitk imenovanih hife (Hale in sod., 1995). 
 
3.2 SEKUNDARNI METABOLITI GLIV 
 
Sekundarni metaboliti so spojine, ki niso ključnega pomena za rast in razvoj organizma, 
vseeno pa se za njihovo sintezo porabi veliko energije. Nastajajo v specializiranih celicah 
ter pomagajo organizmu preživeti v specifičnem okolju. Te spojine učinkujejo na druge 
organizme v neposredni okolici in s tem glivi omogočajo kompetitivno prednost ter zaščito 
pred plenilci. Glivni toksini zaščitijo glivo pred plenilci, kot so amebe in gliste, ter pred 
drugimi nevretenčarji, ki se hranijo z njimi. Glive v simbiozi z rastlino s pomočjo teh 
učinkovin odganjajo rastlinojede žuželke (Fox in Howlett, 2008). 
 
Velik del snovi s farmakološkimi učinki izvira iz skupine sekundarnih metabolitov. Te 
nizkomolekularne spojine imajo pogosto zelo močno biološko aktivnost, od glivnih so 
najbolj poznani penicilin, cefalosporin, ergot alkaloidi ter statini (Keller 2005). 
Sekundarne metabolite gliv, ki so toksični za vretenčarje, imenujemo mikotoksini. Te 
Žulič S. Biološko akt. snovi v vod. ekstraktih nekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv iz redu Dothideales ...  6 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2013 
spojine z nizko molekulsko maso delujejo že v zelo nizkih koncentracijah, kadar vstopijo v 
telo preko ust, kože ali dihal (Bennett in Klich, 2003).  
 
Čeprav so kot skupina zelo heterogeni, se vsi sekundarni metaboliti sintetizirajo po le nekaj 
 biosintetskih poteh, pogosto v kombinaciji z morfološko fazo razvoja glive (Keller 2005). 
Sekundarni metabolizem nastopi ob koncu rastne faze ali v stacionarni fazi rasti 
mikroorganizma. Sekundarni metaboliti lahko inducirajo nastajanje spor in povečujejo 
njihovo preživetje, zato je ta tip metabolizma pogosto povezan s sporulacijo gliv (Calvo, 
2002).  
 
Nedavne raziskave so pokazale, da morske glive sintetizirajo številne naravne produkte z 
biološko aktivnostjo, ki so potencialno farmakološko zanimivi (Haefner, 2003, Mayer in 
Lehmann, 2000, Proksch in sod., 2002). 
 
3.3 VPLIV SLANOSTI NA PRODUKCIJO SEKUNDARNIH METABOLITOV 
 
Ker se učinkovine, ki jih glive izločajo v morskem okolju, še posebno hitro razredčijo, 
morajo biti ti metaboliti izredno učinkoviti v že zelo nizkih koncentracijah. Zaradi tega so 
raziskovalci prepričani, da so morski organizmi potencialen vir velikega števila naravnih 
bioaktivnih spojin, ki bi jih lahko uporabili v farmaciji (Haefner, 2003, Mayer in Lehmann, 
2000, Proksch in sod., 2002).  
 
Kemija spojin morskih gliv se je razcvetela po letu 1990. Do leta 2006 so opisali že več kot 
272 učinkovin morskih gliv (Bugni in Ireland, 2004, Bhadury in sod., 2006). Te vključujejo 
predvsem poliketide, terpene, steroide, alkaloide in peptide. Do danes so iz morskih 
organizmov izolirali že skoraj 8500 spojin, od katerih jih velik delež kaže zelo obetajočo 
biološko aktivnost (Bhakuni 2005). 
 
Sinteza sekundarnih metabolitov je močno odvisna od okoljskih razmer (Madigan in sod., 
2003, Kirk in sod., 2008). Dejavniki, ki vplivajo na rast in s tem tudi na produkcijo teh 
snovi, so kisik, temperatura in vodna aktivnost (Samson in sod., 2004).  
Do nedavnega je veljalo, da halofilni in ekstremno halotolerantni organizmi ravno zaradi 
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skrajnih razmer, v katerih živijo, ne potrebujejo biološko aktivnih spojin, zaradi katerih bi 
imeli kompetitivno prednost. Nato pa je Frisvad (2005) ugotovil, da se pri slanosti od 0 % 
do 5 % NaCl,  izloča največ in največje število sekundarnih metabolitov. Produkcija se 
zmanjša šele pri  koncentracijah višjih od 5 %, saj morajo za rast pri višjih koncentracijah 
soli organizmi več energije vlagati v obvladovanje stresa kakor v sintezo sekundarnih 
metabolitov.  
 
V preglednici 1 smo zbrali podatke o do sedaj opisanih bioaktivnih snoveh obravnavanih 
gliv. 
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Preglednica 1:  Podatki iz literature o odkritih naravnih učinkovinah izoliranih iz izbranih rodov morskih gliv 
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Nadaljevanje Preglednica 1 
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Nadaljevanje Preglednica 1 
Mikroorga
nizem 
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Nadaljevanje Preglednica 1 
Mikroorga
nizem 
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4 MATERIALI IN METODE 
 
4.1 SEZNAM GLIV 
 
Preglednica 2:  Seznam uporabljenih sevov iz zbirke EXF Katedre za biologijo mikroorganizmov, 
Oddelka za biologijo in MZKI iz Mikrobiološke zbirke Kemijskega inštituta  
Vrsta glive Sev  Lokacija vzorčenja 
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 soline 
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 soline 
Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 soline 
Alternaria aborescens EXF - 2340 soline 
Aureobasidium pullulans var. pullulans EXF - 150 soline 
Aureobasidium sp. ? EXF - 922 Arktika 
Aureobasidium pullulans var. 
melanogenum 
EXF – 3233  
Globokomorsko okolje, globina 
4000 m 
Cladosporium cladosporioides ? EXF - 381 soline 
Cladosporium cladosporioides ? EXF - 2504 Arktika 
Cladosporium sphaerospermum ? EXF - 385 soline 
Cladosporium dominicanum EXF - 732 soline 
Cladosporium velox EXF - 466 soline 
Cladosporium halotolerans EXF - 572 soline 
Cladosporium salinae EXF - 335 soline 
Cladosporium langeronii EXF - 1000 soline 
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 soline 
Cladosporium fusiforme EXF - 449 soline 
Cladosporium spinulosum EXF - 334 soline 
Hortaea werneckii EXF – 225 / MZKI B736 soline 
Phaeotheca triangularis MZKI 206 soline 
Trimmatostroma salinum EXF – 295 / MZKI B734 soline 
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 soline 
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 soline 
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 soline 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednica 2 
Vrsta glive Sev  Lokacija vzorčenja 
Wallemia muriae EXF - 951 soline 
Wallemia sebi EXF - 958 Sončnično seme 
Cryptococcus albidus MZKI K528 Arktika 
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 Arktika 
Filobasidium floriforme MZKI - K560 Arktika 
Pichia guilliermondii EXF - 518 soline 
Pichia guilliermondii EXF - 1496 Arktika 
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 soline 
Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 Arktika 
Candida parapsilosis EXF - 1574 soline 
Candida parapsilosis EXF - 517 Arktika 
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 kontrola 
Legenda: ? identifikacija ni gotova 
 
Vse glive razen dveh smo gojili na gojišču YNB (Yeast Nitrogen Base) brez dodatka 
soli (NaCl) ) ter YNB z 10 % dodane soli. Glivi W. ichthyophaga in W. muriae, ki sta 
obligatno halofilni glivi, smo izjemoma gojili na gojiščih YNB z 10 %  ter z 17 % 
dodane soli.  
 
4.2 PRIPRAVA GOJIŠČ IN RAZTOPIN 
 
Gojišče YNB brez NaCl (500 mL): 
− 0,85g YNB 
− 2,5g (NH4)2SO4 
− 10g glukoza 
− 10g agar 
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Gojišče YNB z 10 %  NaCl (500 mL): 
− 0,85g YNB 
− 2,5g (NH4)2SO4 
− 10g Glc 
− 10g agar 
− 50g NaCl  
− dH2O do 500mL 
 
Gojišče YNB z 17 %  NaCl (500 mL): 
− 0,85g YNB 
− 2,5g (NH4)2SO4 
− 10g Glc 
− 10g agar 
− 85g NaCl  
− dH2O do 500mL 
 
Fiziološka raztopina - 0,9 % NaCl (1000 mL): 
− 9 g NaCl 
− 1000 mL dH2O 
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Preglednica 3:  Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec   










Yeast Nitrogen Base (YNB) 
Sigma, ZDA 
Carl Roth, Karlsruhe, Nemčija 
Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija 
Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija 
Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Sigma, ZDA 
 Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija 
Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija 
Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija 
Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija 
Bio 101 Systems 
 
4.4 LABORATORIJSKA OPREMA 
 
Preglednica 4:  Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec   
Analitska tehtnica MC 210 P max 210g ISO 9001 
Avtoklav A-63C 
Bunsenov gorilnik 
Centrifuga 5810 R 
Centrifuga 5417 C 
Čitalec mikrotitrskih plošč 
Dvožarkovni spektrofotometer 
Hladilniki (T = + 4 ºC) 
Hladna soba 
Laminarij IBK 1V2 
Liofilizator Christ 
Magnetno mešalo Rotamix 550MMH 
Mikrotitrske plošče 
Polavtomatske pipete 
pH meter Metrohm 713 
Stresalnik Vibromix 301 EVT 
Tehtnica EXACTA 310 
Topla soba 
Rotacijski stresalnik EV-100 
Zmrzovalnik (T = - 80 ºC) 
Sartorius, Nemčija 
Kambič, Slovenija 
TLOS, Zagreb, Hrvaška 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Dynex Technologies, ZDA 
Shimadzu, Japonska 
Gorenje, Electrolux, Slovenija 
Smeva, Valkenswaard, Nizozemska 
Iskra, Slovenija 
Christ, Nemčija 
Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Nunc, Danska 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Smeva, Valkenswaard, Nizozemska 
Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Heto ultra freeze, Češka 
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4.5 METODE DELA 
 
4.5.1 Gojišča in pridobivanje biomase 
 
Pripravili smo definirana trda YNB gojišča (Yeast Nitrogen Base) brez, z dodatkom 10 
% ter 17 % NaCl: v  čaši smo zmešali YNB, destilirano vodo, glukozo, (NH4)2SO4, 
željeno količino NaCl, ter mešali, dokler se sestavine niso popolnoma raztopile. Nato 
smo izmerili pH vrednost raztopine in po potrebi dodali NaOH. Ko je pH gojišča 
dosegel vrednost 7, smo gojišče prelili v merilni valj in tako izmerili volumen. Če je bil 
ta manjši od 500 mL, smo dolili destilirano vodo do volumna 500 mL. V erlermajerico 
smo dali agar in dolili naše gojišče. Mešanico smo nato avtoklavirali 15 minut pri 121 
°C, ter gojišča razlili v dobro označene petrijevke. Ko se je gojišče dovolj strdilo, smo 
petrijevke obrnili in jih inkubirali dan ali dva v topli sobi pri 37 °C, dokler ni vsa vlaga 
izhlapela.   Nato smo v laminariju na vsa trda gojišča položili košček avtoklaviranega 
celofana, ki je primeren za rast mikrobov, da bi pri kasnejšem odstranjevanju micelija 
dobili čisto kulturo brez koščkov gojišča. Gojišča, ki so se med pripravo okužila, smo 
zavrgli, neokužena gojišča pa smo shranili v hladni sobi pri 4 °C, zavita v plastično 
folijo.  
 
Pri dodajanju celofana na gojišče ter precepljanju gliv, smo morali delati kar najbolj 
aseptično: vse smo delali v laminariju, pri delu uporabljali rokavice iz lateksa ter 
gorilnik, razkužili roke in  delovne površine s 70  % etanolom ter obžigali instrumente.  
 
Pripravili smo tudi poševna gojišča (poševnik) v treh koncentracijah soli (0 %, 10 %, ter 
17 %), na katera smo iz originalne mikrobiološke zbirke gliv precepili želene seve. V 
laminariju smo posamezen sev v en poševnik brez soli ter en poševnik z 10 % soli 
(NaCl) precepili s pomočjo plastične cepilne zanke za enkratno uporabo. Glivna seva W. 
ichtyophaga in W. muriae smo kot izjemi nacepili na YNB poševnik z 10 % NaCl in na 
YNB poševnik s 17 % NaCl. Nacepljene poševnike smo nato inkubirali pri sobni 
temperaturi. Na njih smo opazovali rast mikroorganizma z in brez soli, ter ga, ko je 
dosegel stacionarno fazo rasti (po približno 3 tednih ali kasneje), precepili na trdna YNB 
gojišča. Po inkubaciji smo glivne kulture na poševnikih v laminariju suspendirali v 5 ml 
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fiziološke raztopine (0,9 % NaCl). Na trda gojišča z in brez soli smo z avtomatsko 
pipeto prenašali po 80 µL glivne suspenzije, ter razmazali do suhega. Za vsak sev smo 
uporabili po 10 plošč gojišč brez (ali 10 % soli v primeru rodu Wallemia) ter 10 plošč 
gojišč z 10 % soli (ali 17 % soli v primeru rodu Wallemia). Čim več gojišč smo 
potrebovali, da bi pridobili dovolj biomase. Plošče smo ovili s plastično folijo in glivne 
kulture inkubirali na sobni temperaturi do stacionarne faze (približno 3 tedni). Ker pa se 
je veliko gojišč med nacepljanjem okužilo s sporami drugih gliv, smo morali po treh 
tednih postopek ponoviti za približno polovico sevov.  
 
Ko so glivne kulture dosegle stacinarno fazo rasti, smo jih s sterilno spatulo postrgali z 
gojišča in jih enakomerno razdelili v dve označeni Eppendorf mikrocentrifugirki (1,5 ali 
2 µL). Vsak sev smo tako porazdelili v štiri mkrocentrifugirke: YNB S (YNB gojišče 
brez dodatka soli, surov ekstrakt), YNB K (YNB gojišče brez soli, kuhan ekstrakt), 
YNB + NaCl S (YNB gojišče z 10 % NaCl, surov ekstrakt), ter YNB + NaCl K (YNB 
gojišče z 10 % soli, kuhan ekstrakt). Le v primeru W. ichtiophaga ter W. muriae smo 
mikrocentrifugirke označili drugače: YNB + NaCl S (YNB gojišče z 10 % NaCl, surov 
ekstrakt), YNB + NaCl K (YNB gojišče z 10 % NaCl, kuhan ekstrakt), YNB + 17 NaCl 
S (YNB gojišče z 17 % NaCl, surov ekstrakt) ter YNB + 17 NaCl K (YNB gojišče z 17 
% NaCl, kuhan ekstrakt). Mikrocentrifugirke smo nato zamrznili v tekočem dušiku in 
jih shranili pri -80 °C.  
 
4.5.2 Priprava vodnih ekstraktov 
 
Mikrocentrifugirke smo vzeli iz skrinje, jih odprli, ter liofilizirali 48 ur. Od te točke 
dalje ni bilo več nujno delati v laminariju, pod striktno aseptičnimi pogoji, saj se  
morebitna okužba supernatanta ne bi mogla razviti ter pomembno vplivati na rezultate 
testov. V mikrocentrifugirke smo dodali od 500 do 1000 µL deionizirane vode, odvisno 
od količine biomase. Glivni micelij smo nato homogenizirali s stekleno palčko ter ga 
premešali na rotacijskem stresalniku. Mikrocentrifugirke smo ovili s parafilmom in jih v 
erlenmajericah dali na stresalnik. Inkubirali smo jih 24 ur pri 600 obratih/minuto in 4 
°C. Nato smo mikrocentrifugirke centrifugirali 20 min pri 1300 obratih/minuto in 4 °C. 
Supernatant smo prepipetirali v nove mikrocentrifugirke, ki smo jih tudi enako označili. 
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Druga ekstrakcija sedimentov je potekala 3 ure v enakih razmerah. Supernatant in 
micelij v že uporabljenih mikrocentrifugirkah smo shranili v zamrzovalniku. 
Supernatante istega seva, pridobljene z enakega gojišča, smo združili in jih ponovno 
razdelili v nove mikrocentrifugirke, ter označili kot kuhane in sveže vzorce. Svežim 
vzorcem smo, glede na to, koliko ekstrakta smo kasneje potrebovali za teste, dodali 
različno količino deionizirane vode, ter premešali. Do uporabe smo jih hranili v 
zmrzovalniku. Mikrocentrifugirke s supernatantom z oznakami YNB K, YNB +NaCl K, 
ter YNB + 17 NaCl K smo kuhali v vreli vodi 10 minut. Nato smo jih centrifugirali 20 
minut pri 1300 obratih/minuto in 4 °C. Supernatant smo prenesli v sveže in označene 
mikrocentrifugirke, ter jih shranili v zamrzovalniku. 
 
4.5.3 Določanje koncentracije suhe snovi v vzorcih 
 
Težo suhe snovi v vzorcih smo določili s tehtanjem posušenega supernatanta. Naredili 
smo skodelice iz aluminijaste folije, jih označili ter stehtali. Vanje smo odpipetirali 100 
µl ekstrakta posameznega vzorca, ter jih sušili 30 minut v sterilizatorju pri 100 °C. Po 
sušenju smo skodelice ponovno stehtali, ter iz razlike izračunali koncentracijo suhe 
snovi v mg/mL ekstrakta. 
 
4.5.4 Določanje koncentracije proteinov v vzorcih 
 
Pripravili smo mešanico reagentov BCA protein reagent A in BCA protein reagent B v 
razmerju 50:1. Sveže vzorce smo redčili v razmerju 1:5. V mikrotitrsko ploščo smo 
odpipetirali po 2 µL ekstrakta vsakega vzorca, ter dodali še 8 µl deionizirane vode. K 
vsakemu redčenemu vzorcu v mikrotitrski plošči smo dodali 200 µL mešanice reagentov 
A in B. Pripravili smo še kontrolo: 10 µL deionizirane vode in 200 µL mešanice 
reagentov A in B.  
 
Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali 30 minut pri 37 ºC. Nato smo s čitalcem 
mikrotitrskih plošč določili absorpcijo proteinov pri valovni dolžini 550 nm. Glede na 
znane koncentracije govejega serumskega albumina (BSA) smo narisali umeritveno 
krivuljo. Iz umeritvene krivulje za znane koncentracije govejega serumskega albumina 
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smo odčitali koncentracije proteinov v vzorcih. 
 
4.5.5 Testi za določanje biološke aktivnosti 
 
4.5.5.1 Hemaglutinacijski test 
 
Biološki test hemaglutinacijske aktivnosti smo izvedli na mikrotitrski plošči z 
vdolbinicami z zaobljenim dnom. Uporabili smo goveje eritrocite, ki smo jih trikrat 
sprali s fiziološko ratopino, ter dvakrat z eritrocitnim pufrom. Slednji je bil mešanica 
140 mM NaCl in 13 mM Tris-HCl, s pH vrednostjo 7,4. Z eritrocitnim pufrom smo 
pripravili 2 % suspenzijo predhodno spranih eritrocitov. Vdolbinice v mikrotitrski plošči 
smo napolnili s po 100 µL eritrocitne suspenzije ter 20 µL  glivnih ekstraktov. 
Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi, ter vizualno odčitali 
rezultate.  
 
4.5.5.2 Test protibakterijske aktivnosti 
 
Protibakterijsko aktivnost vzorcev smo določali s standardnim difuzijskim testom na 
agarju.  Uporabili smo po Gramu pozitivno bakterijo Bacillus subtilis in po Gramu 
negativno bakterijo Escherichia coli. Bakterije smo namnožili preko noči v 10 mL LB 
(Luria Broth) gojišča na stresalniku s stresanjem pri 250 obratih/minuto in 37 °C. 
Naslednji dan smo izmerili optično gostoto pri 600 nm s pomočjo dvožarkovnega 
UV/VIS spektrofotometra. Za kontrolo smo uporabili sterilno tekoče LB gojišče. Število 
bakterij smo določili s standardiziranima umeritvenima krivuljama.  
 
Nato smo pripravili plošče za difuzijski test: pripravili smo LB gojišče, ga avtoklavirali 
ter ohladili na 42 °C. Gojišče smo razdelili na pol, ter vsaki polovici dodali toliko 
kulture (B. subtilis ali E. coli), da je bila končna koncentracija enaka 5 ×105 bakterijskih 
kolonij/liter. Na vsako od Petrijevih plošč smo razlili 20 ml LB gojišča z bakterijsko 
kulturo. Ko se je gojišče dovolj strdilo, smo petrijevke obrnili in jih shranili pri 4 °C. 
 
V laminariju smo s pomočjo steriliziranega plutovrta na vsaki plošči zvrtali 8 lukenj 
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premera 1 cm. V vsako smo za protibakterijski test previdno odpipetriali po 100 µL 
glivnega ekstrakta. Plošče smo nato inkubirali 48 ur na 37 °C ter odčitali polmere 
inhibicijskih con okrog lukenj. 
 
4.5.5.3 Test inhibicije encima acetilholinesteraze 
 
Za test inhibicije encima acetilholinesteraze (AChE) smo uporabili Ellmanovo metodo 
(Ellman in sod., 1961) s pomočjo čitalca mikrotitskih plošč. AChE iz električne jegulje 
smo raztopili v 100 mM fosfatnem pufru (pH 7.3) v koncentraciji 500 encimskih enot 
(EE)/mL. Malo pred začetkom testa smo encim 200x redčili v enakem pufru. Uporabili 
smo Ellmanov reagent, ki je raztopina 91 mg 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojske kisline in 
37.5 mg NaHCO3 v 25 mM fosfatnem pufru, s pH vrednostjo 8. V vdolbinice 
mikrotitrske plošče smo odpipetirali 140 µL Ellmanovega reagenta in 10 µL substrata 
acetiltioholina v končni koncentraciji 1 mM. Nato smo dodali 10 µL vsakega glivnega 
ekstrakta in tik pred začetkom meritve še 50 µL encima AChE. Enako smo pripravili še 
kontrolo, le da je namesto vzorca vsebovala 10 µl vode. Merili smo 12 minut pri 412 
nm in 25 °C. 
 
4.5.5.4 Hemolitični test 
 
Centrifugirali smo svežo govejo kri, ter tako izolirali eritrocite. Eritrocitom smo dodali 
citrat, da bi tako preprečili strjevanje. Nato smo jih trikrat spirali s fiziološko raztopino 
(0,9 % NaCl), ter jih do uporabe shranili v Alseverjevem konzervansu v hladilniku.   
 
Konzervirane eritrocite smo še dvakrat spirali s fiziološko raztopino. Pripravili smo 
eritrocitni pufer, ki je vseboval 0.13 M NaCl in 0.02 M Tris-HCl, pH vrednost 7.4. 
naredili smo suspenzijo pufra in eritrocitov, ter izmerili absorpcijo pri 630 nm. 
Absorpcija je znašala 1.0 ± 0.01.  
 
Test hemolize smo izvedli na mikrotitrski plošči. Vdolbinice smo napolnili s po 100 µL 
eritrocitnega pufra in 20 µL ekstrakta vsakega vzorca gliv. V vsako vdolbinico smo nato 
dodali še 100 µL eritrocitov ter pričeli z meritvijo. Hemolizo smo opazovali kot znižanje 
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absorpcije pri 630 nm. Za kontrolo smo uporabili 100 µL eritrocitnega pufra, 20 µL 
deionizirane vode in 100 µL eritrocitov. Hemolizo smo spremljali 20 minut pri 25 °C. 
Pri vzorcih, pri katerih smo opazili aktivnost, smo odčitali polovični čas hemolize (t50), 
to je čas, pri katerem absorpcija pade na polovico svoje začetne vrednosti. 
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5 REZULTATI  
 
Rezultati testov so predstavljeni v preglednicah in grafih. V preglednici smo primerjalne 
vzorce iz diplomske naloge Ive Rappl (Rappl, 2011) zaradi večje preglednosti označili z 
zeleno barvo.  
 
5.1 DOLOČANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV IN EKSTRAHIRANE SUHE 




Izmerili smo koncentracije suhe snovi in proteinov v vzorcih vodnih ekstraktov. 
Koncentracije proteinov smo določali le v svežih ekstraktih, saj kuhani ne vsebujejo 
proteinov. Opazili smo, da so bile koncentracije proteinov v večini primerov (83 %) v 
vodnih ekstraktih gliv, ki so rasle na slanem gojišču višje od koncentracij ekstraktov 
gliv, ki so rasle na gojišču brez soli (glej preglednico 2).   17 % sevov odstopa od tega 
trenda. Ti so: Cladosporium halotolerans EXF – 572, Wallemia ichthyophaga EXF – 994, 
Wallemia muriae EXF – 951, Cryptococcus liquefaciens MZKI K428, Pichia guilliermondii 
EXF – 518, Candida parapsilosis EXF – 517. 
 
Preglednica 5:  Koncentracije proteinov v surovih glivnih ekstraktih.  
Vrsta Sev Koncentracija proteinov [mg/ml] 
  YNB YNB + NaCl YNB +NT YNB + G 
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2329 2,2 4,60 3,4 4,1 
Alternaria tenuissimum grupa C EXF - 2318 0,90 1,00 0,6 0,2 
Alternaria tenuissimum grupa X EXF - 2338 0,60 1,7 7,0 1,8 
Alternaria aborescens EXF - 2340 1,60 2,80 0,4 8,8 
Aureobasidium pullulans var. 
pullulans 
EXF - 150 1,00 6,0 1,2 9,6 
Aureobasidium sp. ? EXF - 922 0,50 3,40 9,4 8,1 
Aureobasidium pullulans var. 
melanogenum 
EXF – 3233 5,7 6,50 10,2 14,4 
    se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednica 5 
Vrsta Sev Koncentracija proteinov [mg/ml] 
  YNB 
YNB + 
NaCl 
YNB +NT YNB + G 
Cladosporium cladosporioides ? EXF - 381 1,60 3,7 1,0 0,6 
Cladosporium cladosporioides ? EXF - 2504 0,4 1,80 1,2 9,2 
Cladosporium sphaerospermum ? EXF - 385 0,40 0,90 0,4 0,4 
Cladosporium dominicanum EXF - 732 0,4 2,50 2,0 2,2 
Cladosporium velox EXF - 466 0,50 1,9 0,7 1,6 
Cladosporium halotolerans EXF - 572 0,4 0,30 1,6 3,1 
Cladosporium salinae EXF - 335 0,90 3,90 0,7 9,7 
Cladosporium spinulosum EXF - 334 0,80 1,30 0,4 3,4 
Cladosporium langeronii EXF - 1000 0,40 1,00 0,5 4,9 
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 0,60 1,10 0,8 4,1 
Cladosporium fusiforme EXF - 449 0,30 0,80 0,3 9,0 
Hortea werneckii EXF – 225 0,40 1,10 0,7 0,8 
Phaeotheca triangularis MZKI 206 0,40 6,0 0,5 6,7 
Trimmatostroma salinum EXF – 295 0,80 2,5 0,3 0,8 
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 1,00 4,8 0 2,2 
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 2,2 5,3 2,2 11,5 
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 2,2 0,90 8,7 0,7 
Wallemia muriae EXF - 951 4,6 1,00 9,4 12,1 
Wallemia sebi EXF - 958 0,30 0,40 6,7 7,9 
Cryptococcus albidus MZKI K528 1,00 1,20 2,1 3,8 
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428 0,7 0,40 0,2 0,9 
Filobasidium floriforme MZKI - K560 2,2 2,30 4,1 2,7 
Pichia guilliermondii EXF - 518 1,4 0,60 4,3 1,8 
Pichia guilliermondii EXF - 1496 0,4 0,90 0,3 1,6 
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 0,1 1,20 0,4 7,0 
Rhodosporidium diobovatum MZKI K650 0,8 1,00 0,9 0,4 
Candida parapsilosis EXF - 1574 0,80 1,20 0,7 1,2 
Candida parapsilosis EXF - 517 2,70 2,50 2,0 0,4 
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 2,0 3,1 0,6 2,3 
Legenda: ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču brez soli oz. na nižji koncentraciji soli (W. 
ichthyophaga, W. muriae) (YNB), ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z 10 % NaCl oz. 17 % NaCl 
(YNB + NaCl). Z zeleno barvo so označeni primerjalni rezultati Ive Rappl (Rappl, 2011), ki je glive 
gojila pri nizki temperaturi ter povečani koncentraciji glukoze.  
? identifikacija ni gotova. 
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Koncentracija proteinov v surovih vodnih ekstraktih
v odvisnosti od slanosti gojišča























Slika 1: Primerjava koncentracij proteinov pri surovih ekstraktih gliv, gojenih brez soli oz. na nižji 
koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae) in na višji koncentraciji soli. 
 
5.1.2 Suha snov 
 
Podoben trend je bilo opaziti tudi pri koncentracijah suhe snovi, kjer pa smo zabeležili 
več odstopanj pri surovih vzorcih (glej preglednico 1). Višjo koncentracijo suhe snovi v 
vzorcu, ki je bil odvzet iz slanega gojišča, smo opazili pri 83 % kuhanih vodnih 
ekstraktih, ter 64 % surovih vodnih ekstraktih.  
 
Sevi, ki odstopajo: Alternaria tenuissimum grupa C EXF – 2329, Alternaria aborescens EXF 
– 2340, Aureobasidium pullulans EXF – 150, Cladosporium cladosporioides EXF – 381, 
Cladosporium cladosporioides EXF – 2504, Cladosporium velox EXF – 466, Cladosporium 
langeronii EXF – 1000, Cladosporium psychrotolerans EXF – 391, Cladosporium  fusiforme 
EXF – 449, Wallemia sebi EXF – 958, Cryptococcus liquefaciens MZKI K428, 
Filobasidium floriforme MZKI – K560, Pichia guilliermondii EXF – 518, Pichia 
guilliermondii EXF – 1496, Saccharomyces cerevisiae MZKI K86, Fusarium sp. 2 EXF - 
2276. Od zgoraj naštetih sevov trije odstopajo od trenda pri surovem in kuhanem vzorcu 
hkrati: Alternaria tenuissimum grupa C EXF – 2329, Wallemia sebi EXF – 958 ter 
Filobasidium floriforme MZKI – K560. V dveh primerih (Cryptococcus liquefaciens MZKI 
K428, Pichia guilliermondii EXF – 518) je bilo opaziti odstopanja tako pri koncentraciji 
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proteinov, kot pri koncentraciji suhe snovi, vendar le pri surovih vzorcih (glej 
preglednici 1 in 2). 
 
Preglednica 6:  Koncentracije suhe snovi v surovih ter kuhanih glivnih ekstraktih.  
Vrsta Sev Koncentracija suhe snovi [mg/ml] 
  S K S K 












YNB + G 
Alternaria tenuissimum 
grupa C 
EXF - 2329 46,0 22,8 106,3 86,90 7,8 59,0 8,0 58,4 
Alternaria tenuissimum 
grupa C 
EXF - 2318 4,70 7,30 3,80 4,60 3,0 3,4 6,2 142,4 
Alternaria tenuissimum 
grupa X 
EXF - 2338 1,90 41,00 1,30 34,70 7,0 21,0 7,4 66,8 
Alternaria aborescens EXF - 2340 20,30 12,20 14,40 16,90 2,4 95,4 6,0 65,4 
Aureobasidium pullulans 
var. pullulans 
EXF - 150 166,9 109,1 3,2 100,4 6,4 108,4 12,8 113,6 
Aureobasidium sp. ? EXF - 922 8,90 62,2 5,70 60,4 81,1 169,8 23,4 184,2 
Aureobasidium pullulans 
var. melanogenum 
EXF – 3233 37,2 126,6 23,2 76,7 23,4 126,8 26,6 137,8 
Cladosporium 
cladosporioides ? 
EXF - 381 55,8 28,1 3,40 25,7 4,6 3,6 11,2 56,2 
Cladosporium 
cladosporioides ? 
EXF - 2504 6,80 15,8 13,9 10,1 6,4 52,0 11,2 121,0 
Cladosporium 
sphaerospermum ? 
EXF - 385 3,60 29,8 7,30 41,5 4,4 54,6 5,8 79,4 
Cladosporium 
dominicanum 
EXF - 732 4,00 24,0 2,20 31,2 5,4 20,8 6,0 85,0 
Cladosporium velox EXF - 466 47,6 35,8 3,60 44,0 7,6 65,6 6,8 95,6 
Cladosporium 
halotolerans 
EXF - 572 2,20 55,3 0,80 39,9 8,4 70,8 7,6 33,4 
Cladosporium salinae EXF - 335 7,60 27,3 1,70 160,8 3,4 97,0 4,6 110,8 
Cladosporium spinulosum EXF - 334 9,80 15,6 24,30 51,5 2,8 13,0 4,4 125,8 
Cladosporium langeronii EXF - 1000 26,68 8,32 0,44 3,38 5,0 39,4 8,4 118,2 
Cladosporium 
psychrotolerans 
EXF - 391 47,4 39,6 16,7 21,4 3,0 17,6 3,4 27,0 
se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednica 6 
Vrsta Sev Koncentracija suhe snovi [mg/ml] 
  S K S K 













YNB + G 
Cladosporium fusiforme EXF - 449 34,4 9,10 1,00 27,1 1,4 96,8 5,6 60,2 
Hortea werneckii EXF – 225 25,4 47,2 8,80 92,4 4,4 16,2 4,4 130,0 
Phaeotheca triangularis MZKI 206 3,40 107,2 4,20 123,4 4,0 21,2 2,4 146,0 
Trimmatostroma salinum EXF – 295 4,40 8,70 41,17 64,3 5,0 6,8 7,2 29,4 
Fusarium sp. 2 EXF - 2276 
125,
1 
133,7 213,5 73,2 3,8 7,8 4,2 87,2 
Fusarium sp. 3 EXF - 2275 8,20 52,4 50,4 52,5 7,4 71,0 8,8 115,2 
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 15,0 34,0 12,2 31,2 33,2 7,2 51,2 115,0 
Wallemia muriae EXF - 951 6,20 28,4 10,0 35,9 53,8 86,6 35,6 100,4 
Wallemia sebi EXF - 958 55,3 14,9 5,00 3,50 52,4 23,6 115,8 4,8 
Cryptococcus albidus MZKI K528 4,00 15,1 7,20 12,1 9,4 11,2 4,6 31,2 




29,1 17,0 34,7 20,2 21,8 9,8 21,6 23,4 
Pichia guilliermondii EXF - 518 16,2 14,4 16,4 41,3 21,4 6,4 13,4 30,2 
Pichia guilliermondii EXF - 1496 3,40 25,2 26,1 25,0 3,8 19,8 11,2 41,4 
Rhodosporidium babjevae EXF - 513 0,80 14,0 4,00 19,5 2,0 24,6 19,2 46,0 
Rhodosporidium 
diobovatum 
MZKI K650 7,80 44,2 3,30 60,7 2,8 3,4 6,4 17,6 
Candida parapsilosis EXF - 1574 5,40 57,2 3,70 67,1 7,6 9,6 7,0 40,4 
Candida parapsilosis EXF - 517 32,5 68,5 54,7 166,9 13,8 3,6 13,2 47,4 
Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 10,3 1,50 5,40 7,10 4,0 13,0 4,2 13 
Legenda: sveži ekstrakti gliv (S), kuhani ekstrakti gliv (K), ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču brez 
soli oz. na nižji koncentraciji soli (W. ichthyophaga, W. muriae) (YNB), ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB 
gojišču z 10 % NaCl oz. 17 % NaCl (YNB + NaCl).  
? identifikacija ni gotova.  
Z zeleno barvo so označeni primerjalni rezultati Ive Rappl (Rappl, 2011), ki je glive gojila pri nizki 
temperaturi ter povečani koncentraciji glukoze.  
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Koncentracija suhe snovi v svežih vodnih ekstraktih
v odvisnosti od slanosti gojišča















Slika 2:  Primerjava suhih tež svežih vodnih ekstraktov gliv, gojenih brez soli oz. na nižji koncentraciji 





































































































































































































































Koncentracija suhe snovi v ekstraktih gliv, gojenih na gojišču brez soli
primerjava svežih in kuhanih ekstraktov















Slika 3:  Primerjava suhih tež svežih in kuhanih ekstraktov gliv, gojenih na gojišču brez soli  
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Koncentracija suhe snovi v kuhanih vodnih ekstraktih
v odvisnosti od slanosti gojišča















Slika 4:  Primerjava suhih tež kuhanih ekstraktov gliv, gojenih na gojišču brez soli oz. na nižji 























































































































































































































Koncentracija suhe snovi v ekstraktih gliv, gojenih na gojišču z dodatkom soli
primerjava svežih in kuhanih ekstraktov
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5.2 REZULTATI TESTOV HEMAGLUTINACIJE 
 
Hemaglutinacija je pri vodnih vzorcih potekla v treh primerih: 
− Aureobasidium pullulans var. pullulans EXF – 150, izoliran iz solin. Drugi sev te 
vrste, Aureobasidium sp. EXF – 922, iz Arktike, ni kazal te aktivnosti. 
Hemaglutinacijo smo opazili pri kuhanem ekstraktu glive Aureobasidium pullulans 
var. pullulans EXF – 150, ki je rasla na gojišču s soljo. Kot zanimivost smo opazili 
višjo koncentracijo suhe snovi v svežem ekstraktu te glive, ki je rasla brez soli, kakor 
pri glivi, ki je rasla na soli. Pri kuhanem ekstraktu je bilo ravno obratno. 
− Fusarium sp. 2 EXF – 2276, ki je bil izoliran iz solin. Drug sev te vrste, Fusarium 
sp. 3, prav tako iz solin, ni kazal te biološke aktivnosti. Hemaglutinacijo smo opazili 
pri svežem vzorcu glive, ki je rasla brez soli. Koncentracija suhe snovi in proteinov 
pri aktivnem vzorcu ni izstopala glede velikosti v primerjavi z ostalimi vzorci tega 
seva (brez soli kuhani, s soljo surovi, s soljo kuhani).  
− Cryptococcus liquefaciens MZKI K428, ki je bil izoliran iz Arktike. Sorodni sev, 
Cryptococcus albidus MZKI K528, prav tako izoliran iz Arktike, ni kazal te 
aktivnosti. Hemaglutinacijo smo opazili pri svežem vzorcu glive, ki je rasla brez soli. 
Glede velikosti je izstopala le koncentracija suhe snovi v primerjavi z ostalimi vzorci 
tega seva (brez soli kuhani, s soljo surovi, s soljo kuhani).  
 
Vzorci, pozitivni na test hemaglutinacije, so po 10 kratnem in 100 kratnem redčenju 
izgubili hemaglutinacijsko aktivnost. 
 
Zaradi premajhnega deleža aktivnih vzorcev ne moremo ugotavljati če, in kako, vpliva 
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Preglednica 7:  Rezultati hemaglutinacijskega testa. Prikazane so samo vrste gliv, ki so v testu dale 
pozitiven rezultat. 






























166,9 1,0 - 109,1 5,95 - 3,2 - 100,4 ++ 









42,3 0,65 ++ 10,1 0,4 - 7,7 - 21,4 - 
Legenda: sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču (YNB S), kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na 
YNB gojišču (YNB K), sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z 10 % NaCl (Y+NaCl S), kuhani 
ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z 10 % NaCl (YNB+NaCl K), koncentracija suhe snovi 
uporabljene v testu (SS), koncentracija proteinov uporabljena v testu (P), hemaglutinacija (Ha), ++ močna 
hemaglutinacija, + šibka hemaglutinacija, - hemaglutinacije nismo zasledili. Zaradi večje preglednosti so z 
zeleno barvo označeni rezultati testa hemaglutinacije. 
 
Pri vodnih vzorcih Ive Rappl, ki je v svoji diplomski nalogi preverjala vpliv nizkih 
temperatur ter povišane koncentracije glukoze na biološko aktivnost istih glivnih sevov, 
je hemaglutinacija potekla v veliko večjem deležu (glej preglednico).  Pri svežih in 
kuhanih ekstraktih Ive Rappl je bilo opaziti, da je hemaglutinacija bolj pogosta pri nizki 
temperaturi kakor pri povišani koncentraciji glukoze. 
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Preglednica 8:  Rezultati hemaglutinacijskega testa. Prikazane so vse vrste gliv. 
Vrsta Sev  YNB YNB + NaCl  YNB + NT YNB + G 
  S K S K S K S K 
Alternaria tenuissimum grupa 
C 
EXF - 2329 - - - - ++ ++ - ++ 
Alternaria tenuissimum grupa 
C 
EXF - 2318 - - - - ++ ++ ++ + 
Alternaria tenuissimum grupa 
X 
EXF - 2338 - - - - ++ - - - 
Alternaria aborescens EXF - 2340 - - - - ++ ++ - + 
Aureobasidium pullulans var. 
pullulans 
EXF – 150 - - - ++ ++ ++ - ++ 
Aureobasidium sp. ? EXF - 922 - - - - ++ ++ ++ + 
Aureobasidium pullulans var. 
melanogenum 
EXF -3233 - - - - ++ ++ - ++ 
Cladosporium cladosporioides 
? 
EXF - 381 - - - - ++ ++ - - 
Cladosporium cladosporioides 
? 
EXF - 2504 - - - - ++ - - ++ 
Cladosporium 
sphaerospermum ? 
EXF - 385 - - - - ++ ++ - + 
Cladosporium dominicanum EXF - 732 - - - - ++ ++ + - 
Cladosporium velox EXF - 466 - - - - ++ ++ ++ + 
Cladosporium halotolerans EXF - 572 - - - - ++ ++ - - 
Cladosporium salinae EXF - 335 - - - - ++ ++ + ++ 
Cladosporium spinulosum EXF - 334 - - - - ++ ++ - - 
Cladosporium langeronii EXF - 1000 - - - - ++ ++ - - 
Cladosporium psychrotolerans EXF - 391 - - - - ++ ++ ++ + 
Cladosporium fusiforme EXF - 449 - - - - ++ ++ + - 
Hortea werneckii EXF - 225 - - - - ++ ++ - - 
Phaeotheca triangularis MZKI 206 - - - - ++ ++ - - 
Trimmatostroma salinum EXF - 295 - - - - ++ ++ - - 
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Nadaljevanje Preglednica 8 
Vrsta Sev  YNB YNB + NaCl  YNB + NT YNB + G 
  S K S K S K S K 
Fusarium sp. 3 
EXF - 
2275 
- - - - ++ ++ - + 
Wallemia ichthyophaga EXF - 994 - - - - - - - + 
Wallemia muriae EXF - 951 - - - - - - - - 












- - - - ++ ++ ++ ++ 




- - - - ++ ++ ++ + 








- - - - ++ ++ ++ + 




- - - - ++ ++ ++ ++ 
Legenda: ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču (YNB), ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z 10 
% NaCl (YNB + NaCl), ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču pri nizki temperaturi (YNB + NT), 
ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču s povišano koncentracijo glukoze (YNB + G), sveži ekstrakti 
gliv (S), kuhani ekstrakti gliv(K), hemaglutinacija (Ha), ++ močna hemaglutinacija, + šibka 
hemaglutinacija, - hemaglutinacije nismo zasledili.  
? identifikacija ni gotova. 
Z zeleno barvo so označeni primerjalni rezultati Ive Rappl (Rappl, 2011), ki je glive gojila pri nizki 
temperaturi ter povečani koncentraciji glukoze. Zaradi večje preglednosti so naši vzorci, pozitivni na test 
hemaglutinacije, označeni z rumeno barvo. 
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Povprečna aktivnost hemaglutinacije 

































Slika 6:  Primerjava poprečne aktivnosti hemaglutinacije v različnih razmerah gojenja gliv 
 
5.3 REZULTATI TESTA PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI 
 
Vzorci na ploščah s po Gramu negativno bakterijo Escherichia coli niso pokazali 
inhibicije (-) bakterijske rasti, zato so prikazani samo rezultati testa s po Gramu 
pozitivno bakterijo Bacillus subtilis. Koncentracije suhe snovi in proteinov v testu z 
bakterijo Bacillus subtilis so bile enake kakor v testu z bakterijo Escherichia coli. 
Inhibicijo rasti po Gramu pozitivne bakterije Bacillus subtilis so pokazali vodni 
ekstrakti sevov: 
− Fusarium sp. 2, EXF – 2276 (izoliran iz solin): YNB S (surov ekstrakt iz gojišča brez 
soli) in 
− Fusarium sp. 3, EXF – 2275 (izoliran iz solin): YNB S, YNB K (surov in kuhan 
ekstrakt iz gojišča brez soli). 
 
Inhibicijo rasti Bacillus subtilis smo zasledili le pri treh vzorcih; vsi so bili pridobljeni 
iz iste vrste, ki je rasla brez dodatka soli. Dva vzorca sta bila surova, eden pa prekuhan. 
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Preglednica 9:  Rezultati testa protibakterijske aktivnosti proti po Gramu pozitivni bakteriji B. subtilis. 
Prikazane so samo vrste gliv, ki so v testu dale pozitiven rezultat. 
Vrsta Sev  YNB S YNB + NaCl S YNB K 
YNB + 































8,2 2,2 0,5 52,4 5,3 / 50,4 2,0 52,5 / 
Legenda: sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču (YNB S), kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na 
YNB gojišču (YNB K), sveži ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z 10 % NaCl (YNB+ NaCl S), 
kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojišču z 10 % NaCl (YNB+NaCl K), koncentracija suhe snovi 
uporabljene v testu (SS), koncentracija proteinov uporabljena v testu (P), cona inhibicije (CI). 
 
5.4 REZULTATI TESTA INHIBICIJE ACETILHOLINESTERAZE 
 
Rezultati testa inhibicije AChE so bili vsi negativni, kar pomeni, da nobeden od 
testiranih vzorcev ni inhibiral encima acetilholinesteraze. 
 
5.5 REZULTATI TESTA  HEMOLIZE 
 
Rezultati testa hemolize so bili vsi negativni, kar pomeni, da noben od testiranih 
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V diplomski nalogi smo želeli testirati, kako slanost gojišča, in posledično manjša 
dostopnost vode, vplivata na izločanje biološko aktivnih snovi pri izbranih halofilnih in 
halotolerantnih glivah. Vodne ekstrakte teh gliv smo testirali glede na hemolitično in 
hemaglutinacijsko aktivnost, inhibicijo encima acetilholinesteraze in protibakterijsko 
aktivnost. Rezultati testov so bili večinoma negativni, kar pomeni, da vodni ekstrakti na 
splošno nimajo tovrstne biološke aktivnosti. Zato je težko ugotoviti, kakšen vpliv je 
imela prisotnost soli v gojišču na obseg izločanja vodotopnih biološko aktivnih snovi. Z 
vodo se v glavnem ekstrahirajo produkti primarnega metabolizma; to so proteini, 
ogljikovi hidrati in nukleinske kisline. Te snovi v celicah opravljajo osnovne funkcije, 
so bistvene za presnovo in reprodukcijo celic ter večinoma nimajo funkcije zaščite pred 
škodljivci in patogenimi organizmi ter s tem farmakološkega potenciala. Za 
farmakološke učinke rastlin in gliv so odgovorni nepolarni sekundarni metaboliti, ki pa 
se ekstrahirajo z organskimi topili.  
 
Naše rezultate smo zato primerjali z rezultati drugih diplomskih nalog, v katerih so se 
ukvarjali z enakimi sevi gliv, vendar so jih gojili ali izolirali v drugačnih razmerah. Nas 
je zanimala predvsem primerjava biološke aktivnosti učinkovin v vodnih in organskih 
ekstraktih. V slednjih je namreč več sekundarnih metabolitov in zato bi lahko 
pričakovali tudi večjo raznovrstnost v biološki aktivnosti. S pomočjo podatka o 
(ne)topnosti v vodi lahko na grobem učinkovine razvrstimo v različne kemijske skupine, 
kar bi v prihodnjih raziskavah pomagalo pri lažjem čiščenju in določanju vrste 
sekundarnih metabolitov.  
 
Zanima nas tudi primerjava biološke aktivnosti v vodnih ekstraktih istih glivnih sevov, 
ki so rasli pri povečani koncentraciji soli, glukoze, ali pri nizki temperaturi. Želeli smo 
ugotoviti, ali in kako te spremenjene rastne razmere vplivajo na biološko aktivnost 
danih sevov. Zmanjšana vodna aktivnost (ob povišani koncentraciji topljencev NaCl ali 
glukoze v gojišču) naj bi glive prisilila v povečano metabolno aktivnost in prilagajanje 
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na spremenjene rastne razmere. Poznamo različne strategije za obvladovanje stresa 
zaradi povišane koncentracije topljencev. Najpomembnejše so: spremembe v sestavi 
membrane in njenih lastnostih, bolj učinkoviti transportni sistemi za izločanje ionov 
kakor tudi založni sistemi za ione, ki zmanjšajo toksične učinke v citosolu, akumulacija 
majhnih organskih molekul, tako imenovanih kompatibilnih topljencev, ter posebnih 
signalnih transdukcijskih sistemov, ki zaznavajo in se odzivajo na povečane 
koncentracije soli oziroma glukoze (Plemenitaš in Gunde-Cimerman, 2005).   
 
6.1.1 Primerjava biološke aktivnosti vodnih in organskih vzorcev 
 
Naše rezultate smo primerjali z rezultati diplomskih nalog, v katerih so testirali biološko 
aktivnost organskih vzorcev enakih glivnih sevov. Miša Cajnko (Cajnko, 2009) je 
ugotavljala biološko aktivnost organskih ekstraktov gliv, gojenih na gojiščih brez in z 
dodatkom soli, medtem ko je Mojca Horvat (Horvat, 2010) iste aktivnosti zasledovala v 
organskih ekstraktih gliv, gojenih pri nizki temperaturi ter na gojišču s povišano 
koncentracijo glukoze. Če primerjamo delež aktivnih vodnih ekstraktov v določenem 
biološkem testu z deležem aktivnih organskih ekstraktov v diplomski nalogi Miše 
Cajnko, ugotovimo, da so vzorci dobljeni z ekstrakcijo z organskimi topili bistveno bolj 
aktivni od vodnih ekstraktov. Hemolitično aktivnost je imelo 28.5 % organskih vzorcev 
(Cajnko, 2010), medtem ko nobeden od vodnih vzorcev ni kazal aktivnosti. 
Protibakterijsko aktivnost proti Gram negativni bakteriji Escherichia coli je kazalo 10.4 
% organskih ekstraktov (Cajnko, 2010), vsi vodni ekstrakti pa so bili neaktivni. 
Protibakterijska aktivnost je bila precej bolj izražena proti po Gramu pozitivni bakteriji 
Bacillus subtilis, saj je njeno rast inhibiralo kar 59 % organskih (Cajnko, 2010), a le 2.1 
% vodnih vzorcev. Pri testu inhibicije AChE so bili vsi, tako organski kakor tudi vodni 
vzorci, popolnoma neaktivni.  
 
Povišana koncentracija soli v gojišču je vplivala na višjo koncentracijo suhe snovi 
organskih in vodnih ekstraktov: 75 % vodnih ekstraktov in 64 % organskih je imelo pri 
povišani koncentraciji soli v gojišču višjo biomaso. Zanimiv trend pa se je pokazal pri 
organskih ekstraktih: ugotovili so, da povišana koncentracija soli v gojišču pri nekaterih 
sevih sicer poveča produkcijo sekundarnih metabolitov, vendar kljub večji produkciji 
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sekundarni metaboliti niso tudi bolj aktivni, ampak izkazujejo manjšo aktivnost 
(povzeto po Cajnko, 2010). Tudi pri vodnih ekstraktih smo (sicer z veliko manjšim 
številom aktivnih vzorcev) prišli do podobnega zaključka: dva aktivna vzorca, ki sta 
kazala rahlo protibakterijsko aktivnost, sta bila odvzeta iz neslanega gojišča. Vzorca 
istih sevov na slanem gojišču nista bila protibakterijsko aktivna. Pri hemaglutinacijskem 
testu pa rezultati niso bili enoznačni: dva seva sta kazala aktivnost samo na neslanem 
gojišču, eden pa samo na slanem. 
 
Tudi ob primerjavi aktivnosti naših vodnih vzorcev ter organskih vzorcev iz diplomske 
naloge Mojce Horvat pridemo do podobnih zaključkov. 38 % organskih vzorcev 
(Horvat, 2009) je kazalo hemolitično aktivnost, medtem ko so bili vodni povsem 
neaktivni, protibakterijsko aktivnost proti E. coli je kazalo 11.8 % organskih vzorcev ter 
nobeden od vodnih, protibakterijsko aktivnost proti po Gramu pozitivni bakteriji B. 
subtilis pa je kazalo 42 % organskih vzorcev, v primerjavi z le 2,1 % aktivnih vodnih 
vzorcev. 
 
6.1.2 Primerjava biološke aktivnosti vodnih vzorcev 
 
Rezultate testov naših vodnih vzorcev smo primerjali z vodnimi vzorci Ive Rappl 
(Rappl, 2011), ki je glive gojila v drugačnih razmerah rasti: pri nizki temperaturi ter na 
gojišču s povišano koncentracijo glukoze. Naši vodni vzorci so kazali biološko 
aktivnost le pri dveh bioloških testih; protibakterijsko aktivnost proti po Gramu 
pozitivni bakteriji Bacillus subtilis, ter hemaglutinacijsko aktivnost.  
 
6.1.2.1 Protibakterijska aktivnost 
 
Vodni vzorci niso pokazali inhibicije rasti po Gramu negativne bakterije Escherichie 
coli. Inhibicijo rasti po Gramu pozitivne bakterije Bacillus subtilis so pokazali vodni 
ekstrakti sevov Fusarium sp. 2, EXF – 2276 (izoliran iz solin) in Fusarium sp. 3, EXF – 
2275 (izoliran iz solin). Vzorci so bili trije, vsi pridobljeni iz istega rodu Fusarium sp., 
ki je rasla brez dodatka soli. Dva vzorca sta bila surova, eden pa prekuhan. Fusarium sp. 
2, EXF – 2276 je inhibiral rast bakterije le kot svež vzorec, ki je rasel brez soli v 
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gojišču. Prekuhan vzorec seva v enakih rastnih razmerah ni imel protibakterijske 
aktivnosti, zato lahko sklepamo, da je protibakterijsko aktivna snov verjetno 
proteinskega izvora. Ekstrakt glive Fusarium sp. 3, EXF – 2275 je bil prav tako 
protibakterijsko aktiven le takrat, ko je gliva rasla brez dodatka soli. Za razliko od 
Fusarium sp. 2 pa je ta sev izkazoval protibakterijsko aktivnost tudi v prekuhanem 
vzorcu, zato lahko sklepamo, da aktivna snov v vzorcih ni proteinskega izvora.  
 
Iva Rappl (Rappl, 2011), ki je v kontrolnem poskusu, ki so bili enak našemu, tudi gojila 
iste glivne seve, v vzorcih ni ugotovila protibakterijske aktivnosti. 
 
Aktivnost rodu Fusarium sp. proti po Gramu pozitivni bakteriji Bacillus subtilis je bila 
že opisana: med snovmi, izoliranimi iz nedoločene vrste rodu Fusarium, so Renner in 
sodelavci (1998) odkrili neomagnikol B z antitumorsko in antibakterijsko aktivnostjo 
proti B. subtilis. Vendar pa ta snov ne more biti prisotna v naših vzorcih, saj je 
neomagnikol B sesterpen poliol, ki se raztaplja v organskih topilih (metanol, 
diklorometan). Bolj splošno protibakterijsko aktivnost so Kobayashi in sodelavci (1995) 
odkrili pri fuzarielinu A, snovi, ki jo prav tako sintetizira rod Fusarium sp., in ki 
izkazuje tudi splošno protiglivno ter protitumorsko aktivnost. Vendar tudi ta snov ne 
more biti prisotna v naših aktivnih vzorcih, saj je fuzarielin nepolarna kemijska spojina, 
poliketid, ki se raztaplja v acetonu in benzenu. Tudi snov JM47, ciklični tetrapeptid, ki 
so ga leta 2002 iz rodu Fusarium sp. izolirali Jiang in sodelavci, izkazuje splošno 
protibakterijsko aktivnost, vendar je topen v etilacetatu, zato verjetno ni bil prisoten v 
naših vzorcih. V vodi pa je topen sansalvamid, ciklični pentadepsipeptid, ki pa ima 




Iva Rappl je pri svojih kontrolnih vzorcih ugotovila hemaglutinacijo pri dveh svežih 
vzorcih: Fusarium sp. 2 EXF – 2276, ter  Cryptococcus liquefaciens MZKI K428.  
 
Hemaglutinacije vzorcev iz glive Aureobasidium pullulans še niso opisali, so pa Chi in 
sodelavci (2009) iz vodnih ekstraktov te vrste izolirali več zunajceličnih encimov, kot 
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sta pululan, ki deluje antikoagulacijsko in antitrombotično, ter siderofor, ki sodeluje v 
transportu železa v mikroorganizem. Pri vrsti Fusarium solani so Khan in sodelavci 
(2007) izolirali lektin, snov, ki ima hemaglutinacijsko aktivnost. Pri vrsti Cryptococcus 
liquefaciens, razen encima superoksid dizmutaze (Kanamasa, 2007), še niso opisali 
nobenega sekundarnega metabolita. Najpogostejše snovi, odgovorne za aglutinacijo ali 
zlepljenje krvnih celic, so protitelesa in lektini. Surova ekstrakta, ki sta aglutinirala 
krvne celice, verjetno vsebujeta lektine. Lektini so proteini ali glikoproteini, sposobni 
stereospecifičnega prepoznavanja ter reverzibilne vezave na sladkorne ostanke v 
glikoproteinih. Največ je znanega o rastlinskih in živalskih lektinih, čeprav v zadnjih 
desetih letih spoznavamo tudi vedno nove lektine glivnega izvora (Khan in Khan, 2011). 
Z vezavo na celično steno ali membrano lektini vplivajo na fiziologijo le-te in tako 
povzročijo aglutinacijo celic, mitozo ter druge biokemijske spremembe v celici. Lektini 
sodelujejo pri celičnem signaliziranju, virulenci patogenov, celičnih interakcijah v 
imunskem sistemu (Sharon and Lis, 1989). Farmakološko pa so zanimivi zaradi 
učinkov, ki se kažejo v antitumorskih, antiproliferativnih ter imunomodulatornih 
aktivnostih (She in sod., 1998).  
 
6.1.3 Primerjava koncentracij proteinov v vodnih vzorcih 
 
Eden od ciljev naše diplomske naloge je bil tudi, da ugotovimo, kako koncentracija soli 
v gojišču vpliva na vsebnost proteinov v vzorcih gliv. Opazili smo, da so bile 
koncentracije proteinov v večini primerov (83 %) višje v vodnih ekstraktih gliv, ki so 
rasle na slanem gojišču od koncentracij ekstraktov gliv, ki so rasle na gojišču brez soli. 
 
6.1.3.1 Primerjava koncentracij proteinov v vzorcih glede na druge parametre gojenja 
 
Primerjali smo koncentracije proteinov v naših vodnih vzorcih s koncentracijami v 
vodnih vzorcih Ive Rappl, ki je glive gojila v drugačnih razmerah rasti.  
 
6.1.3.1.1 Nizka temperatura gojenja 
 
Ker sta povišana koncentracija sladkorja in nizka temperatura stresna dejavnika za 
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glive, nas je zanimalo, kako ta dva dejavnika vplivata na izločanje biološko aktivnih 
spojin. Primerjali smo naše rezultate koncentracij proteinov pri glivah, ki so rasle na  
sobni temperaturi, ter rezultate koncentracij proteinov iz diplomske naloge Ive Rappl 
(Rappl, 2010), kjer so raziskovali vpliv znižane termperature (NT) 4 °C (pri nekaterih 
sevih so temperaturo prilagodili) na produkcijo sekundarnih metabolitov. Ugotovili smo, 





































































































































































































































Koncentracija proteinov v vodnih ekstraktih
v odvisnosti od temperature
























Slika 7:  Primerjava  koncentracij proteinov pri svežih  ekstraktih gliv, gojenih na sobni temperaturi ali na 
nizki temperaturi (4 °C). Primerjamo naše vzorce ter vzorce Ive Rappl (Rappl, 2011). 
 
6.1.3.1.2 Visoka koncentracija glukoze v gojišču 
 
Primerjali smo tudi naše koncentracije proteinov pri glivah, ki so rasle na gojišču z 2 % 
glukoze, ter rezultate koncentracij proteinov druge diplomske naloge (Rappl, 2010), kjer 
so raziskovali vpliv povišane koncentracije glukoze v gojišču (40 %) na produkcijo 
sekundarnih metabolitov. V tej primerjavi pa smo odkrili še močnejšo korelacijo med 
povišano koncentracijo glukoze v gojišču in koncentracijo proteinov iz biomase (glej 
sliko 8). 
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Koncentracija proteinov v vodnih ekstraktih
v odvisnosti od koncentracije glukoze
























Slika 8:  Primerjava koncentracij proteinov pri surovih ekstraktih gliv, gojenih na gojišču z normalno 
koncentracijo glukoze 2 %, ter povišano koncentracijo glukoze (40 %). 
 
6.1.4 Primerjava koncentracij suhe snovi v vodnih vzorcih 
 
Če primerjamo koncentracije suhe snovi v kontrolnih vodnih vzorcih (sveži, ter kuhani) 
s koncentracijami v vzorcih odvzetih iz slanih rastišč (sveži, ter kuhani), ugotovimo, da 
zmanjšana dostopnost vode vpliva na povišano koncentracijo suhe snovi. 
 
6.1.4.1 Primerjava koncentracij suhe snovi v vzorcih glede na druge razmere v 
gojišču 
 
6.1.4.1.1 Visoka koncentracija glukoze v gojišču 
 
Povišana koncentracija katerihkoli topljencev (soli, sladkorji) v okolju organizma 
predstavlja zanj zmanjšano dostopnost vode, zato ob primerjavi koncentracije suhe 
snovi v kontrolnih vodnih vzorcih z vzorci, ki so bili odvzeti iz gojišč s povišano 
koncentracijo glukoze (vzorci Ive Rappl), pridemo do enakih ugotovitev. Sveži in 
kuhani ekstrakti gliv, ki so bili gojeni pri povišani koncentraciji NaCl ali glukoze, imajo 
v povprečju višje koncentracije suhe snovi, kakor tisti, ki so rasli v normalnih razmerah 
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(glej sliko 9 in 10). V obeh primerih močno izstopa sev Fusarium sp. 2 EXF – 2276, v 
enem sev Aureobasidium pullulans var. pullulans EXF – 150 (slika 9) ter sev Alternaria 





















































































































































































































Koncentracija suhe snovi v vodnih ekstraktih v odvisnosti od koncentracije glukoze
sveži ekstrakti



























Slika 9:  Primerjava koncentracij suhe snovi pri svežih ekstraktih gliv, gojenih na gojišču z normalno 




















































































































































































































Koncentracija suhe snovi v vodnih ekstraktih v odvisnosti od koncentracije glukoze
kuhani ekstrakti



























Slika 10:  Primerjava  koncentracij suhe snovi pri kuhanih ekstraktih gliv, gojenih na gojišču z normalno 
koncentracijo glukoze 2 %, ter povišano koncentracijo glukoze  (40 %). 
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6.1.4.1.2 Nizka temperatura gojenja 
 
Ob primerjavi vsebnosti suhe snovi v vzorcih, glede na temperaturo gojenja, smo 
ugotovili, da nizka temperatura tako pri svežih kot pri kuhanih vzorcih botruje 
zmanjšani koncentraciji suhe snovi (glej sliko 11 in 12). Ker naj bi nižja temperatura 
predstavljala stres za organizem, smo pričakovali, da se bo organizem nanj odzval s 
povečano sintezo zaščitnih snovi, vendar tega predvidevanja nismo potrdili. Ta pojav 
smo v večji meri opazili le pri sevih Aureobasidium sp. EXF – 922 (slika 11), Wallemia 
muriae EXF – 951 (slika 11 in 12), Wallemia sebi EXF – 958 (slika 12) ter Wallemia 






















































































































































































































Koncentracija suhe snovi v vodnih ekstraktih v odvisnosti od temperature
sveži ekstrakti



























Slika 11:  Primerjava koncentracij suhe snovi pri svežih ekstraktih gliv, gojenih na sobni ali na nizki 
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Koncentracija suhe snovi v vodnih ekstraktih v odvisnosti od temperature
kuhani ekstrakti



























Slika 12:  Primerjava  koncentracij suhe snovi pri kuhanih ekstraktih gliv, gojenih na sobni ali na nizki 




− Vodni vzorci so kazali biološko aktivnost le pri dveh bioloških testih; 
protibakterijsko aktivnost  proti Gram pozitivni bakteriji Bacillus subtilis, ter 
hemaglutinacijsko aktivnost.  
− Vodni vzorci obravnavanih gliv niso pokazali inhibicije rasti po Gramu negativne 
bakterije Escherichie coli. Protibakterijsko aktivnost proti Gram negativni bakteriji 
Escherichia coli pa je v naših poskusih kazalo 10,4 % organskih ekstraktov 
(metanolnih in etanolnih), oz. 36,1 % izbranih vrst gliv v predhodni diplomi (Cajnko, 
2010), ter 11,8  % organskih ekstraktov iz diplomske naloge kolegice Mojce Horvat 
(Horvat, 2009). 
− Protibakterijsko aktivnost proti Gramu pozitivni bakteriji Bacillus subtilis smo 
zaznali pri 2.1 % vodnih vzorcev oz. pri 5,4 % vrst gliv, aktivnih pa je bilo kar 59 % 
organskih vzorcev, oz. 83,3 % izbranih vrst gliv (Cajnko, 2010), ter 42 % organskih 
vzorcev iz diplomske naloge kolegice Mojce Horvat (Horvat, 2009). 
− Protibakterijsko aktivnost proti B. subtilis je kazal le rod Fusarium sp., izoliran iz 
gojišča brez soli.  
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− Pri sevu Fusarium sp. 2, EXF – 2276 (izoliran iz solin) je aktivna snov verjetno 
proteinskega izvora, saj je protibakterijsko aktiven le svež ekstrakt, pri sevu 
Fusarium sp. 3, EXF – 2275 (izoliran iz solin) pa snov ni proteinskega izvora, saj sta 
bila aktivna tako svež kakor tudi kuhan ekstrakt. 
− V diplomskem delu prvič poročamo o protibakterijski aktivnosti vodotopnih snovi iz 
rodu Fusarium proti Bacillus subtilis. 
− Povišana koncentracija soli v gojišču je večinoma (75 %) vplivala na višjo 
koncentracijo suhe snovi vodnih ekstraktov; ta trend je bil bolj opazen pri kuhanih 
vzorcih; tam je bil delež 83 %, pri svežih pa 64 %.  
− Tudi pri organskih ekstraktih je povišana koncentracija soli v gojišču v večini 
primerov (64 %) vplivala na višjo koncentracijo suhe snovi (Cajnko, 2010).  
− Povišana koncentracija glukoze je prav tako vplivala na višjo koncentracijo suhe 
snovi vodnih ekstraktov. Močno izstopajo sevi Fusarium sp. 2 EXF – 2276, 
Aureobasidium pullulans var. pullulans EXF – 150 ter Alternaria tenuissimum grupa 
C EXF – 2329 (Rappl, 2010).  
− Nizka temperatura gojenja pa je, nasprotno, botrovala nižji koncentraciji suhe snovi v 
vodnih ekstraktih. Povišanje koncentracije suhe snovi je bilo opaziti le pri sevih:  
Aureobasidium sp. EXF – 922, Wallemia muriae EXF – 951, Wallemia sebi EXF – 
958 ter Wallemia ichtyophaga EXF – 994 (Rappl, 2010). 
− Povišana koncentracija soli v gojišču v večini primerov (83 %) vpliva na povišano 
koncentracijo proteinov v vodnih vzorcih obravnavanih gliv. Tudi nizka temperatura 
gojenja, še bolj pa visoka koncentracija glukoze v gojišču, korelirata  s povišano 
koncentracijo proteinov v vzorcih (Rappl, 2010). 
− Pri testu inhibicije AChE niso vodni ekstrakti kazali nikakršne aktivnosti, prav tako 
ne organski (Cajnko, 2010, Horvat, 2009).  
− Pri testu hemolize vodni vzorci niso kazali nobene aktivnosti, aktivnost pa je 
pokazalo 28,5 % organskih vzorcev iz diplomske naloge kolegice Miše Cajnko 
(Cajnko, 2010), ter 38 % organskih vzorcev iz diplomske naloge kolegice Mojce 
Horvat (Horvat, 2009). 
− Hemaglutinacijo smo ugotovili pri  kuhanem ekstraktu Aureobasidium pullulans var. 
pullulans EXF – 150, ki je rasel na slanem gojišču, svežem ekstraktu Fusarium sp. 2 
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EXF – 2276, ki je rasel brez soli, ter  svežem ekstraktu Cryptococcus liquefaciens 
MZKI K428, ki je prav tako rasel brez soli. Iva Rappl je pri svojih kontrolnih vzorcih 
ugotovila hemaglutinacijo pri dveh svežih vzorcih: Fusarium sp. 2 EXF – 2276, ter  
Cryptococcus liquefaciens MZKI K428.  
− Prvi smo opisali hemaglutinacijsko aktivnost pri vrsti Aureobasidium pullulans. 
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Glede na to, da so glive vir številnih in razolikih biološko aktivnih snovi, ki se 
izkoriščajo v industriji ter farmaciji, je izredno pomembno, da se njihov potencial čim 
bolje izkoristi. Še posebno halofilne in halotolerantne glive, ki so še dokaj neraziskane, 
verjetno sintetizirajo širok spekter spojin, ki bi jih lahko uporabili v medicini, industriji, 
bioremediaciji in podobno. V naši diplomski nalogi smo zato predvidevali, da bomo 
našli nove, še neopisane učinkovine, pomagali določiti optimalne razmere gojenja za 
produkcijo specifičnih snovi, ter pripomogli k lažji izolaciji potencialno zanimivih 
spojin. 
 
Osredotočili smo se na 36 izbranih halofilnih in halotolerantnih gliv iz redu Dothideales 
in izbranih kvasovk ter jih testirali s štirimi različnimi testi; to so bili test hemolitične 
aktivnosti, hemaglutinacijske aktivnosti, protibakterijski test ter test inhibicije encima 
AChE. Zanimal nas je vpliv slanosti gojišča na produkcijo vodotopnih biološko aktivnih 
snovi. 
 
Ugotovili smo, da nekateri vodni ekstrakti vsebujejo biološko aktivne spojine, ki bi 
lahko bile farmakološko uporabne.  Najbolj zanimiv  za nadaljne raziskave bi bil rod 
Fusarium sp., ki je kazal šibko protibakterijsko aktivnost proti B. subtilis (Fusarium sp. 
2 in Fusarium sp. 3),  ter hemaglutinacijsko aktivnost (Fusarium sp. 2). Kar se tiče 
vpliva slanosti na protibakterijsko in hemaglutinacijsko aktivnost pri rodu Fusarium, 
smo ugotovili, da slanost zavira sintezo aktivnih snovi, saj so bili aktivni le tisti vzorci 
rodu Fusarium, ki so rasli brez soli. V primeru Fusarium sp. 2 smo potrdili, da so bile 
aktivne snovi verjetno proteinskega izvora, Pri Fusarium sp. 3 pa tega zaključka ne 
moremo narediti. 
 
Slanost je hemaglutinacijo zavirala tudi pri sevu Cryptococcus liquefaciens, kjer je bila 
aktivna snov verjetno proteinskega izvora. Pri sevu Aureobasidium pullulans pa izgleda, 
da je sol v gojišču spodbujala sintezo aktivnih snovi. 
 
Aktivne spojine, ki so povzročile hemaglutinacijo v svežih ekstraktih, so verjetno 
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lektini; to so  farmakološko zanimivi proteini, ki se stereospecifično in reverzibilno 
vežejo na sladkorni del glikoproteinov celične stene ali membrane. Temu sledi 
aglutinacija celic, mitoza ali druge biokemijske spremembe, ki posledično vplivajo na 
imunomodulacijo ter antitumorske in antiproliferativne aktivnosti (povzeto po Sharon 
and Lis, 1989). 
 
Glede na to, da je slanost neke vrste stres za mikroorganizem, ker zmanjšuje dostopnost 
vode, smo pričakovali, da se bodo glive obrambno odzvale s povečanjem sinteze 
aktivnih in drugih snovi. Zaradi premajhne celokupne aktivnosti vodnih vzorcev pa ne 
moremo dokončno reči, kakšen vpliv ima slanost gojišča na izločanje biološko aktivnih 
snovi; ugotovimo lahko le, da definitivno vpliva na povečanje celokupne suhe snovi, kar 
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